Ph^+^急性淋巴细胞白血病（Ph^+^ ALL）在成人ALL患者中占25%\~30%，在50岁以上ALL患者中占43%[@b1]。既往Ph^+^ ALL患者预后极差，早期复发率高，单纯化疗长期生存率不超过10%，行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）长期生存率也仅为30%\~35%[@b2]。一代酪氨酸激酶抑制剂（TKI）甲磺酸伊马替尼明显改善了Ph^+^ ALL患者的预后[@b3]--[@b4]。二代TKI尼洛替尼与达沙替尼因具有更强的抗BCR-ABL及ABL激酶区突变能力而应用于慢性髓性白血病（CML）及Ph^+^ ALL的治疗。但目前研究结果仅证实二代TKI对伊马替尼耐药患者具有明显优势，对初诊Ph^+^ ALL患者是否有优势暂无定论[@b5]--[@b7]。本研究中，我们回顾性分析行allo-HSCT的Ph^+^ ALL患者的临床、形态学与分子学特征及TKI使用情况，比较一线应用一代TKI与二代TKI疗效是否存在差异。

病例与方法 {#s1}
==========

1\. 研究对象：以2011年6月至2015年12月在苏州大学附属第一医院行allo-HSCT的76例Ph^+^ ALL患者为研究对象。入组标准：美国东部肿瘤协作组（ECOG）评分\<2分，重要脏器功能良好。

2\. 诊断依据：诊断符合文献[@b8]标准，根据骨髓细胞形态学、免疫表型分析、细胞遗传学、分子生物学（MICM）进行诊断分型。骨髓细胞形态分析参考NCCN2012建议，原始幼稚淋巴细胞\>0.200诊断为ALL。免疫表型分析采用FACS Calibur型流式细胞仪（美国Becton Dickinson公司产品）检测白血病细胞表面抗原表达水平。对于免疫表型分析提示B细胞ALL的患者，立即行FISH以快速辅助诊断。采用R显带技术进行染色体核型分析，按《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN）（2013）》描述核型异常。对于染色体核型分析正常或因分裂相少无法确定核型的患者，采用多重巢式PCR检测BCR-ABL融合基因以确定Ph^+^ ALL的诊断。采用RQ-PCR法确定BCR-ABL融合基因拷贝数，通过对ABL激酶区216AA-540AA行一代测序检测ABL激酶区突变。

3\. 化疗方案：全部76例患者均接受BDH ALL2000/02治疗方案诱导治疗，即联合长春地辛或长春新碱、去甲氧柔红霉素或柔红霉素、环磷酰胺、地塞米松或泼尼松为主的诱导化疗方案，加或不加左旋门冬酰胺酶或培门冬酶。

4．TKI治疗及分组：FISH检查确诊Ph^+^ ALL后1周内联合TKI治疗，部分患者因粒细胞缺乏和（或）感染而将TKI治疗推迟至诱导治疗后或第1次巩固治疗时。按起始应用TKI类型进行分组，若起始TKI为伊马替尼则归入一代TKI组，后续因伊马替尼不耐受（1例）或ABL激酶区突变（3例）更换为二代TKI的患者仍归入一代TKI组。若起始TKI为尼洛替尼或达沙替尼则归入二代TKI组。其中一代TKI组57例，二代TKI组19例（尼洛替尼10例，达沙替尼9例）。两组患者移植前均未应用三代TKI，移植后TKI应用情况不限定。TKI剂量：伊马替尼400\~600 mg/d，尼洛替尼600\~800 mg/d，达沙替尼100\~140 mg/d，巩固及维持治疗期间持续口服TKI直至allo-HSCT。

5\. 移植情况：预处理采用改良白消安（BU）/环磷酰胺（CY）或全身照射（TBI）/CY方案。供者来源包括同胞全相合、无关全相合及单倍体相合供者。造血干细胞采集自外周血和（或）骨髓，单个核细胞输注量为（6\~8）×10^8^/kg，CD34^+^细胞输注量为（2\~4）×10^6^/kg。粒系重建定义为外周血ANC持续3 d\>0.5 ×10^9^/L，巨核系重建定义为脱离血小板输注且外周血PLT持续7 d\>20×10^9^/L。移植物抗宿主病（GVHD）预防：同胞全相合移植采用长程环孢素A（CsA）联合甲氨蝶呤（MTX）方案；无关全相合移植、单倍体相合移植采用长程CsA联合霉酚酸酯（MMF）、MTX及抗胸腺细胞免疫球蛋白（ATG）方案。采用MTX联合地塞米松鞘注预防中枢神经系统侵犯。

6\. 疗效评价标准及随访：形态学完全缓解（CR）与复发的定义参照文献[@b8]。主要分子学反应（MMR）定义为BCR-ABL拷贝数较基线下降3个对数级。随访截止日期为2017年2月24日，中位随访20（4\~59）个月，其中一代TKI组中位随访23（4\~59）个月，二代TKI组中位随访19（13\~49）个月。6例患者失访，均为一代TKI组。因失访者较少故行生存分析时未剔除而计入删失，计算至末次随访日。诱导、巩固治疗后及移植前后复查骨髓象，行细胞形态学、BCR-ABL拷贝数检查以评估疗效。疾病进展者检测ABL激酶区突变。总生存（OS）时间指自确诊日期至患者任何原因死亡或末次随访日；无事件生存（EFS）时间指自达CR至血液学复发或死亡日，无上述事件发生者计算至末次随访日。

7\. 统计学处理：应用SPSS 23.0软件进行统计分析。计量资料以中位数（范围）表示，采用Mann-Whitney *U*检验进行比较；分类资料以例（百分比）表示，采用卡方检验或Fisher精确概率法进行比较。Kaplan-Meier法进行生存分析，并采用Log-rank检验进行组间比较。采用Cox风险模型进行OS、EFS的单因素及多因素分析，单因素分析中*P*\<0.1的变量纳入多因素模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1\. 临床特征：76例Ph^+^ ALL患者中，男46例，女30例，中位年龄30（14\~55）岁。初诊时中位WBC 46.6（1\~650）×10^9^/L。56例患者有染色体核型分析结果，其中正常核型12例（21.4%），单纯Ph^+^ 23例（41.1%），Ph^+^伴附加染色体异常21例（37.5%）。76例患者诊断至移植中位时间为3（2\~14）个月，其中一代TKI组为3（2\~14）个月，二代TKI组为5（2\~8）个月。同胞全相合移植23例（30.3%），无关全相合移植16例（21.0%），单倍体相合移植37例（48.7%）。76例患者中73例（96.1%）获得粒系、巨核系重建。2例一代TKI组患者造血重建不理想，分别在移植后3个月和4个月死于感染并发症；1例一代TKI组患者于移植后1周内因感染性休克死亡，无法评估造血重建情况。一代TKI组与二代TKI组患者在年龄、性别、初诊时WBC、染色体核型、诊断至移植时间、移植类型、预处理方案等方面差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 一线应用一代与二代酪氨酸激酶抑制剂（TKI）Ph^+^急性淋巴细胞白血病异基因造血干细胞移植患者临床特征比较

  临床特征                              一代TKI组(57例)   二代TKI组(19例)       统计量        *P*值
  ------------------------------------ ----------------- ----------------- ----------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                 30(14～55)        29(15～55)      −0.570（*z*值）   0.569
  性别\[例(%)\]                                                             1.836（χ^2^值）   0.175
   男                                      32(56.1)          14(73.7)                        
   女                                      25(43.9)           5(26.3)                        
  初诊时WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]     46.6(1～650)       34(5～415)      −0.116（*z*值）   0.908
  染色体核型\[例(%)\]                                                       1.144（χ^2^值）   0.766
   正常核型                                 9(15.8)           3(15.8)                        
   单纯Ph^+^                               18(31.6)           5(26.3)                        
   Ph^+^伴附加染色体异常                   14(24.6)           7(36.8)                        
   不确定                                  16(28.0)           4(21.1)                        
  诊断至移植时间\[月，*M*（范围）\]        3(2～14)           5(2～8)       −0.948（*z*值）   0.343
  移植类型\[例(%)\]                                                         0.212（χ^2^值）   0.900
   同胞全相合移植                          18(31.6)           5(26.3)                        
   无关全相合移植                          12(21.0)           4(21.1)                        
   单倍体相合移植                          27(47.4)          10(52.6)                        
  预处理方案\[例(%)\]                                                                         0.594
   BU/CY                                   54(94.7)          17(89.5)                        
   TBI/CY                                   3(5.3)            2(10.5)                        

注：BU：白消安；CY：环磷酰胺；TBI：全身照射

2．TKI开始治疗时间：76例患者中65例（85.5%）诱导治疗期即开始TKI治疗，11例（14.5%）诱导治疗结束或第1次巩固治疗时开始TKI治疗。一代TKI组诱导期开始TKI治疗者49例（86.0%），二代TKI组诱导期开始TKI治疗者16例（84.2%），差异无统计学意义（*P*=1.000）。

3\. 诱导治疗4周形态学与分子学缓解情况比较：全部76例患者形态学完全缓解（CR）率为93.4%（71例），其中一代TKI组为93.0%（53/57），二代TKI组为94.7%（18/19），差异无统计学意义（*P*=1.000）；完成有效BCR-ABL拷贝数检测者65例，29例（44.6%）获得MMR，其中一代TKI组MMR率为46.0%（23/50），二代TKI组为40.0%（6/15），差异无统计学意义（*χ*^2^=0.169，*P*=0.681）。

4\. 移植前状态比较：移植前10例（13.0%）患者复发，其中一代TKI组8例（14.0%）复发，二代TKI组2例（10.5%）复发（*P*=1.000）。其中ABL激酶区突变7例，占总样本量的9.2%（7/76），其中一代TKI组5例（8.8%）、二代TKI组2例（10.5%）（*P*=1.000）。一代TKI组5例移植前ABL激酶区突变患者中，2例同时伴T315I、E255K突变，1例同时伴V229A、I314N突变，1例为单独E255K突变，1例因E255K突变改用达沙替尼治疗，后疾病再次进展并同时出现T315I、Q252H突变。二代TKI组2例患者均仅伴T315I突变。76例患者移植前MMR率为57.9%（44/76），其中一代TKI组MMR率为54.4%（31/57），二代TKI组为68.4%（13/19），差异无统计学意义（*χ*^2^=1.152，*P*=0.283）。

5\. 不良反应与并发症：血液学不良反应：移植前一代TKI组30例（52.6%）患者外周血ANC≤0.01×10^9^/L，二代TKI组11例（57.9%）患者外周血ANC≤0.01×10^9^/L；两组外周血PLT≤10×10^9^/L患者分别为12例（21.0%）和4例（21.0%）。非血液学不良反应：一代TKI组依次为转氨酶升高（8例）、血肌酐升高（3例）、腹泻（2例）、胆红素升高（1例）、皮疹（1例）；二代TKI组依次为胆红素升高（6例，均为尼洛替尼组患者）、转氨酶升高（3例）、腹泻（3例）、血肌酐升高（1例）。感染：一代TKI组17例（28.8%）发生感染，其中单纯肺部感染6例，单纯肛周感染5例，单纯血流感染4例，1例合并肺部感染和肛周感染，1例合并肺部感染和血流感染；二代TKI组12例（63.1%）发生感染，其中单纯肺部感染3例，单纯肛周感染2例，单纯血流感染4例，1例合并肺部感染和肛周感染，2例合并肺部感染和血流感染。不良反应及感染经对症治疗后均获控制。

6\. 生存分析：截至末次随访，一代TKI组2年OS及EFS率分别为62.0%、46.3%；二代TKI组2年OS及EFS率分别为94.7%、84.2%。两组中位OS时间均未达到，差异有统计学意义（*χ*^2^=5.765，*P*=0.016）。一代TKI组的中位EFS时间为19.4（95%*CI* 4.6\~34.2）个月，二代TKI组中位EFS时间未达到，差异有统计学意义（*χ*^2^=5.644，*P*=0.018）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![一线应用一代与二代酪氨酸激酶抑制剂（TKI）Ph^+^急性淋巴细胞白血病异基因造血干细胞移植患者总生存（A）与无事件生存（B）比较](cjh-39-02-110-g001){#figure1}

7\. 预后影响因素分析：纳入年龄（≥40岁/\<40岁）、初诊时WBC（≥30×10^9^/L/\<30×10^9^/L）、是否伴附加染色体异常、移植类型（无关全相合移植/同胞全相合移植/单倍体相合移植）、预处理方案（BU/CY/TBI/CY）、诱导治疗4周是否获得CR、诱导治疗4周是否获得MMR、移植前是否获得MMR、是否为二代TKI等因素对OS及EFS的影响分别进行单因素分析，结果见[表2](#t02){ref-type="table"}，仅二代TKI（*HR*=0.126，95%*CI* 0.017\~0.939，*P*=0.043）对OS的影响有意义，其余因素均无统计学意义（*P*值均\>0.1），无法进行多因素分析；而诱导治疗4周是否获得CR、移植前是否获得MMR、是否二代TKI是EFS的影响因素，进一步纳入Cox多因素模型分析，结果示二代TKI（*HR*=0.267，95%*CI* 0.081\~0.873，*P*=0.029）和移植前获得MMR（*HR*=0.496，95%*CI* 0.254\~0.968，*P*=0.040）是EFS的独立预后良好因素，而诱导治疗4周获得CR（*HR*=0.542，95%*CI* 0.186\~1.580，*P*=0.262）并非EFS的独立预后因素。

###### 76例Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者总生存（OS）及无事件生存（EFS）影响因素分析

  因素                                                 OS               EFS                         
  ---------------------------------------- -------------------------- ------- --------------------- -------
  年龄（≥40岁/\<40岁）                        1.027(0.439～2.404)      0.951   0.860(0.421～1.757)   0.680
  白细胞计数（≥30×10^9^/L/\<30×10^9^/L）      1.367(0.579～3.224)      0.476   1.432(0.708～2.895)   0.317
  是否伴附加染色体异常                        1.159(0.785～1.172)      0.458   1.218(0.875～1.696)   0.242
  移植类型                                                                                          
   无关全相合移植                                      1                                1           
   同胞全相和移植                             0.353(0.091～1.363)      0.131   0.550(0.150～2.021)   0.550
   单倍体相合移植                             0.370(0.109～1.254)      0.110   0.365(0.109～1.226)   0.365
  预处理方案（BU/CY与TBI/CY比较）             1.215(0.284～5.195)      0.793   2.353(0.822～6.736)   0.111
  诱导治疗4周是否获得CR                     0.708(0.166～32 222.012)   0.640   0.356(0.125～1.012)   0.053
  诱导治疗4周是否获得MMR                      0.923(0.388～2.193)      0.855   0.746(0.356～1.563)   0.437
  移植前是否获得MMR                           0.737(0.330～1.645)      0.456   0.489(0.251～0.954)   0.036
  是否为二代TKI                               0.126(0.017～0.939)      0.043   0.263(0.080～0.861)   0.027

注：BU：白消安；CY：环磷酰胺；TBI：全身照射；CR：完全缓解；MMR：主要分子生物学反应；TKI：酪氨酸激酶抑制剂

讨论 {#s3}
====

伴随伊马替尼的临床应用，Ph^+^ ALL患者的疗效及生存情况得到明显改善，对于有移植条件的患者，TKI联合化疗并序贯allo-HSCT不失为最佳方案，且同胞全相合移植、无关全相合移植以及单倍体相合移植疗效相当[@b9]--[@b10]。本研究结果显示，伊马替尼联合化疗治疗Ph^+^ ALL患者的4周CR率可达93.0%，联合allo-HSCT 2年OS及EFS率分别为62.0%及46.3%。

二代TKI尼洛替尼和达沙替尼在抑制BCR-ABL活性方面分别较伊马替尼增强20\~50倍和325倍[@b11]--[@b12]，且对伊马替尼耐药的绝大多数突变（T315I除外）均有活性，对于单纯化疗的Ph^+^ ALL患者，长期应用二代TKI有可能获得更好的血液学及分子学缓解[@b13]--[@b14]。既往我院的相关研究也表明二代TKI治疗Ph^+^ ALL及CML具有良好的疗效及安全性[@b15]。

国内外既往研究均表明，移植前获得MMR是移植后预后良好的重要影响因素[@b16]--[@b17]，我们的结果与之类似，移植前获得MMR是EFS的独立预后良好因素（*HR*=0.496，95%*CI* 0.254\~0.968，*P*=0.040）。本研究中一代和二代TKI患者移植前MMR率分别为54.4%和68.4%，虽差异无统计学意义，但二代TKI组MMR率还是高于一代TKI组，今后可进一步增加样本量验证二代TKI是否有更好的预后。生存分析也提示二代TKI组的OS、EFS时间均优于一代TKI组。这与二代TKI较一代TKI对BCR-ABL具有更强的抑制活性相符。

既往北京大学人民医院的大样本研究表明，在中国CML人群中，服用TKI最常见不良反应依次为水肿、乏力、胃肠道不适、面部颜色改变、肌肉痉挛、皮疹、肝功能异常、体重增加和血细胞计数降低，其中一代TKI更容易伴发水肿，二代TKI尼洛替尼更易发生皮疹和肝功能异常，达沙替尼更易发生严重的血小板减少[@b18]。本研究对象为Ph^+^ALL患者，TKI需结合高频率化疗使用，因此不良反应的发生情况与CML患者不尽一致。本研究显示一代与二代TKI患者均伴随较深程度的骨髓抑制，两组分别有52.6%和57.9%的患者外周血ANC≤0.01×10^9^/L，提示Ph^+^ ALL患者TKI联合化疗时需密切监测血常规，并做好感染预防工作。两组分别有28.8%和63.1%的患者发生感染，二代TKI组略高，但经抗感染治疗后均好转。此外，二代TKI组中胆红素升高患者较多，且均为尼洛替尼组，提示对于肝功能不佳的Ph^+^ ALL患者，应用尼洛替尼时应注意监测胆红素水平，并做好肝功能保护。

综上所述，本研究结果提示TKI联合化疗并序贯allo-HSCT治疗Ph^+^ALL患者时，一线应用二代TKI的疗效优于一代TKI。但鉴于本研究为回顾性研究，且二代TKI组病例数较少，随访时间较短，因此本研究结论尚需大样本的前瞻性研究进一步证实。
